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To register the presence of substances in measurement solutions (3), using 
marker particles (5), the particles are used which have different electrical 
characteristics from the electrical characteristic of the solution. An electrical field 
is generated in the solution, and changes in the field are determined through the 
marker particles. The marker particles differ from the solution in their dielectric 
constants and/or specific electrical resistance. The free substances (8,9) with 
marker particles, or with bonded marker particles, have matching bonding points 
on the substrate for the free substances, and the electrical field is generated 
through or near the substrate, or the solution moves between two electrodes (2). 
The electrical current between the electrodes is determined, or the capacity on 
the flow of the solution. Marker particles are used which have an electrical 
charge. Before the registration of changes in the electrical field, through the 
marker particles, a force is applied to the marker particles, towards or away from 
the substrate with bonding points for the marker particles, using an alternating 
magnetic field. An alternating voltage is applied to the electrodes. The particles 
are paramagnetic. An Independent claim is included for an apparatus where the 
substrate is an electrode, and a second electrode has a passage opening for the 
solution flow. The apparatus is sealed externally by a permeable membrane (10). 
A unit at a carrier generates a magnetic field with alternating polarity. Data 
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® Vorrichtung und Verfahren zum Nachweis von Analyten 

® Die Erfindung betn'fft ein Verfahren zum Nachweis von 
Analyten und eine Vorrichtung zur Durchfuhrung des Ver- 
fahrens. Diese werden zur Analytikoder Diagnostik im Be- 
reich der Chemie, Biochemie, Molekulargenetik, Lebens- 
mittelchemie, Biotech nologie, im Umweltbereich sowie 
in der Medizin eingesetzt. 

Zum Nachweis von Analyten (8) werden Markerpartikel 

(5) verwendet, deren elektrische Eigenschaften von den- 

jenigen der sie umgebenden MeSlosung (3) verschieden 

sind. Die Markerpartikel (5) binden spezifisch an den Ana- 
lyten (8) oder kompetitiv zum Analyten an ein als Unterla- 

ge dienendes Substrat (2). Die Anaiyte (8) werden uber 

die Anderungen eines von Elektroden (2) erzeugten elek- 

trischen Feldes nachgewiesen, die von an ihnen gebunde- 

nen Markerpartikeln (5) oder statt ihrer von an dem Sub- 
■ strat gebundenen Markerpartikeln in einem elektrischen 
, Feld hervorgerufen werden. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis von Analyten und eine Vorrichtung zur Durchflihrung des Verfah- 
rens. Solche Vorrichtungen und Verfahren, die im folgenden auch mit dem beides beschreibenden BegrifF des Assays be- 
5 zeichnet werden, dienen zur qualitativen und quantitativen Erfassung von spezifischen Bindungen zwischen mindestens 
zwei Molekiilen. Hierzu zahlt zum Beispiel die Erfassung von Rezeptor-Ligand- Wechselwirkungen, Antikorper-Anti- 
gen- Wechselwirkung, die Erkennung von Nukleinsauren, die Wechselwirkung zwischen Oligonukleotiden undDNA so- 
wie anderer molekularer Wechselwirkungen. Verfahren und Vorrichtungen dieser Art lassen sich zum Beispiel in der 
Chemie, der klinischen Analytik, der pharmazeutischen Entwicklung, der Umweltanalytik sowie bei Routinearbeiten der 
10 Molekularbiologie bis hin zur Sequenzierung von Nukleinsauren einsetzen. 

Es ist bekannt, daB Immunoassays mit unterschiedlichen Detektionsmethoden durchgefuhrt werden. Hierzu zahlen ra- 
dioaktive, fluoreszenz- und chemoluminiszenzgestutzte sowie enzymatische Verfahren (C.R Price, D J. Newman: Prin- 
ciples and Practice of Immunoassays, Macmillan Publicers Ltd., 1991 U.K.). 
Bei einer besonderen Form von Immunotest kommt es aufgrund von Antikorper-Antigen-Bindungen zu einer Agglu- 
15 tination von Latex-Partikeln, die beispielsweise optisch nachgewiesen werden kann (J.M. Singer, CM. Plotz: Trie Latex 
Fixation Test, American Journal of Medicine, Dec. 1965, pp. 888-892). Mit derartigen Agglutinationstests konnen unter 
Verwendung von Mikrospharen von 10 um Durchmesser 10 5 Molekiile, von Mikrospharen mit einem Durchmesser von 
1 um 10 8 Molekiile und von Mikrospharen mit einem Durchmesser von 0,1 um l(r 3 Molekiile nachgewiesen werden. 
Am Beispiel von IgG (MW = 100,000) werden theoretische Empfindlichkeiten von 10 fM, 10 pM bzw. 10 nM angege- 
20 ben. Die hochste Empfindlichkeit ergibt sich also bei relativ groBen Mikrospharen, deren Einsatz allerdings durch ihr Se- 
dimentationsverhalten begrenzt ist. 

Weiterhin konnen neuerdings Nukleinsauren, beispielsweise Oligonukleotide, RNA und DNA iiber derartige \fech- 
selwirkungen mittels der DNA-Mikrochip-Technologie nachgewiesen werden (Nature, Genetics, Vol. 14, No. 4, Dec. 96, 
und D. Noble: DNA Sequencing on a chip, Anal. Chemistry, Vol. 67, No. 5, March 1, 1995). Hier wird allerdings die 
25 Chip-Technologie nicht als elektrisches MeBverfahren benutzt, sondem sie dient als neues Syntheseverfahren und zur 
Erzeugung von Mikrostrukturen. Der eigentliche Detektionsmechanismus ist optischer Art. Die Kombination aus elek- 
trischen Verfahren zur Synthese eines Liganden und der optischen Markierung und Detektion ist jedoch sehr aufwendig. 

Nachteilig am Stand der Technik ist, daB Nachweisverfahren auf radioaktiver Basis mit Strahlenschutz- und Entsor- 
gungsproblemen des dabei entstehenden radioaktiven Mulls behaftet sind. Bei enzymatischen Nachweismethoden, die 
30 eine elektrochemische Detektion der Analyte ermoglichen, muB als zusatzlicher Arbeitsschritt eine chemische Reaktion 
mit einer Substanz als chemisches Reaktionssubstrat erfolgen. 

Bei alien im Stand der Technik bekannten Nachweisverfahren und Assays ist ein abschlieBender Waschschritt notig, 
um vor der Detektion des Analyten iiberschussige Reaktanten zu entfernen, um unspezifische Signale soweit wie mbg- 
lich zu minimieren. 

35 Aufgabe der Erfindung ist es, eine Vorrichtung und ein Verfahren zur Verfugung zu stellen, das den Nachweis von 
Analyten auf rasche, einfache und genaue Weise ermoglicht und bei dem auf einen Waschschritt verzichtet werden kann. 

Diese Aufgabe wird durch das Verfahren nach Anspruch 1 und die Vorrichtung nach Anspruch 18 in Verbindung mit 
ihren kennzeichnenden Merkmalen gelost. 
Werden Markerpartikeln mit elektrischen Eigenschaften, die sich von denen ihrer Umgebung, der MeBlosung, unter- 
40 scheiden in ein elektrisches Feld gebracht, so wird hierdurch das elektrische Feld, insbesondere seine Feldstarke und 
auch der Verlauf der elektrischen Feldlinien, verandert. Diese Anderungen eines in der MeBlosung erzeugten elektri- 
schen Feldes konnen einfach, rasch und sehr prazise bestimmt werden. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren beruht also auf einer Nachweismethode, die als rein elektrisch angesehen werden 
kann. Dies gilt, obwohl der Stromtransport im Elektrolyten auf ionischer Leitung beruhL Da bei diesem Verfahren aber 
45 elektrochemische Umsetzungen an den Elektroden keine Rolle spielen, soli hier und im folgenden von einer rein elektri- 
schen Nachweismethode gesprochen werden. Daher weist es die fur die Bestimmung von elektrischen Eigenschaften 
mbgliche sehr hohe Empfindlichkeit bzw. Genauigkeit und folgiich eine sehr niedrige Nachweisgrenze bei hoher Emp- 
findlichkeit auf. 

Bei geeigneter Dirnensionierung und/oder Positionierung der Elektroden, die das elektrische Feld erzeugen, wird das 
50 elektrische Feld nahezu ausschlieBlich von Markerpartikeln mit unterschiedlichem spezifischem Widerstand bzw. unter- 
schiedlicher Dielektrizitatskonstante beeinfluBt, die beispielsweise mit dem Analyten oder mit einem Substrat spezifi- 
sche Bindungen eingegangen sind. Unter "Substrat" sind fur die vorliegende Erfindung, sofern nichts anderes angegeben 
ist, alle als Unterlage geeigneten Korper bzw. Materialien zu verstehen. Oberschussige ungebundene Markerpartikel fuh- 
ren zu keinem Signal, so daB ein Waschschritt zur Entferaung ungebundener Markerpartikel aus der MeBlosung entf alien 
55 kann. 

Der MeBbereich des erfindungsgemaBen Bio-Assays (Verfahren und/oder Vorrichtung) kann durch Festlegung der 
Elektroden- bzw. Substratoberflachen und durch die Wahl der GroBe der Markerpartikel eingestellt werden. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren und die erfindungsgemaBe Vorrichtung konnen zum Nachweis und zur Konzentrati- 
onsbestimmung beliebiger, uber molekulare Wechselwirkungen erfaBbarer Analyten eingesetzt werden. Zu diesen zah- 

60 len zum Beispiel die Wechselwirkungen von Rezeptor-Ligand, Antikorper- Antigen, Antikorper-Hapten, Antikorperfrag- 
ment-Antigen, Aptameren, Proteinen, Nukleinsauren, Oligonukleotiden, DNA sowie alle molekularen Wechselwirkun- 
gen, bei denen mindestens einer der molekularen Partner mit einem Markerpartikel markiert werden kann. Dies reicht bis 
hin zur Wechselwirkung von StofFen mit den Oberflachen ganzer Zellen. Es ist prinzipiell moglich, alle bekannten Im- 
munoassay-Formate nach dem Stand der Technik zu realisieren. 

65 Die mit der Erfindung erzielten Vorteile bestehen folgiich insbesondere darin, daB eine rein elektrische Nachweisme- 
thode mit all ihren Vorteilen in bezug auf Genauigkeit, Schnelligkeit und Sensitivitat eingesetzt wird, und daB femer bei 
Verwendung von sehr kleinen Elektroden und Markerpartikeln vergleichbarer GroBe ein Einzelbindungsnachweis mog- 
lich ist. 
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Vorteilhafte Weiterbildungen des erfindungsgemaBen Verfahrens und der erfindungsgemaBen Vorrichtung werden in 
den abhangigen Anspriichen gegeben. 

Insbesondere im Nahfeld einer ein elektrisches Feld erzeugenden Elektrode kann bereits die Anwesenheit eines ein- 
zelnen Markerpartikels zu ausreichend hohen Anderungen des elektrischen Feldes ruhren. Weiter von der Elektrode ent- 
fernte, nicht spezifisch gebundene Markerpartikel ruhren zu geringeren Beeintrachtigungen des elektrischen Feldes, so 5 
daB bei geeigneter Anordnung der Elektroden in der Nahe eines Substrates bzw. Ausbildung der Elektroden selbst als 
Sub st rat und bei geeigneter Konzentration der Markerpartikel das gemessene Signal im wesendichen nur von spezifisch 
gebundenen Markerpartikeln beeinfluBt wird. Dadurch kann dann auch ein Waschschritt zur Entfernung von uberschiis- 
sigen Markerpartikeln oder Analyten aus der MeBlosung entfallen. 

So kann beispielsweise ein Einzelbindungsnachweis an einer Elektrode als Substrat erfolgen, deren Oberflache in der 10 
gleichen GroBenordnung liegt wie die groBte Querschnittsflache des Markerpartikels oder sich zumindest nicht um meh- 
rere GroBenordnungen unterscheidet Damit konnen hierfur Mikroelektroden verwendet werden, die runde, quadratt- 
sche, rechteckige, aber auch beliebige Form haben. 

Soli das Binden mehrerer Markerpartikel meBtechnisch nachgewiesen werden, so konnen grbBere Elektroden verwen- 
det werden, an deren Oberflache es zu einer Agglutination von Markerpartikeln komrnt. Im Gegensatz zu den flir den 15 
Stand der Technik angegebenen Werten fur Agglutinationstests sinkt die theoretische Nachweisgrenze in Abhangigkeit 
vom Durchmesser der Markerpartikel um mehrere GroBenordnungen. 

Daruber hinaus kann der MeBbereich des Bio- Assays durch Festlegung der Elektrodenoberflachen zwischen dem Ein- 
zelbindungsbereich und dem Agglutinationsbereich eingestellt werden. 

Bei der Verwendung von nur einer Mikroelektrode oder sehr wenigen Mikroelektroden (mit einer dazugehorigen Ge- 20 
genelektrode) konnen dann sehr geringe Analytkonzentrationen erfaBt werden, wenn das die Mikroelektrode(n) umge- 
bende MeBmedium ein nur geringes Volumen mit einer begrenzten Anzahl von Markerpartikeln aufweist. Durch Ver- 
wendung einer sehr kleinen Proben- oder DurchfluBkammer in der GroBenordnung von jjI kann daher ein einfacher, pra- 
ziser Einzelbindungsnachweis realisiert werden. 

Dies gilt insbesondere beim Nachweis von Analyten durch deren spezifische Bindung an Markerpartikel in einem 25 
DurchfluBmeBsystem, wobei hier der Analytstrom die gebundenen Markerpartikel durch ein von auBen iiber Elektroden 
angelegtes elektrisches Feld mit sich nimmt. Die Veranderungen des elektrischen Feldes, die sich als Anderungen des 
elektrischen Stromes bzw. der Kapazitat zwischen den Elektroden in der MeBlosung zeigen und die durch die Markerp- 
artikel ausgeldst werden, konnen prazise erfaBt werden. Bei entsprechend geringem \fclumen des DurchfluBbereiches ist 
auch hier ein Einzelnachweis moglich. 30 

Wird an die MeBlosung ein seine Polaritat wechselndes elektrisches oder magnetisches Feld angelegt, so kann durch 
die hierdurch hervorgerufene Bewegung elektrisch geladener oder magnetischer (paramagnetischer oder diamagneti- 
scher) Markerpartikel eine bessere Durchmischung der Analyten und der Markerpartikel erzielt werden. Insbesondere 
eignen sich hierzu pararnagnetische Markerpartikel, da ein erheblich geringeres magnetisches Feld als bei diamagneti- 
schen Markerpartikeln benotigt wird. Durch eine derartige feldinduzierte Durchmischung kann die Genauigkeit und Re- 35 
produzierbarkeit jeglichen markergestutzten Nachweisverfahrens verbessert werden. Hierbei konnen zu den Markerpar- 
tikeln mit immobilisierten Molekiilen auch solche kommen, die keine Molekule tragen. Diese zusatzlichen Markerparti- 
kel verstarken den Durchmischungseffekt. Diese Durchmischung des MeBmediums kann zusatzlich durch Einkoppelung 
von Ultraschall unterstutzt werden. 

Weiterhin konnen durch entsprechende elektrische oder magnetische Felder derartige Markerpartikel zu ihren Bin- 40 
dungsstellen auf dem Substrat aufgrund eines elektrophoretisch oder magnetisch verursachten Transportes bewegt wer- 
den oder nach beendeter Bindung der UberschuB an Markerpartikeln aus dem Umkreis des Substrates entfernt werden. 
Durch diesen elektrophoretischen oder magnetfeldinduzierten Transport der Markerpartikel zu ihren Bindungsplatzen 
hin werden die in der MeBlosung vorhandenen Marker besser genutzt und die Sensitivitat, die Nachweisgrenze und die 
Reproduzierbarkeit sowie die Genauigkeit der erfindungsgemaBen Verfahren wird stark verbessert. Durch den auf die 45 
Bindung der Markerpartikel an ihre Bindungsstellen erfolgenden elektrophoretischen oder magnetfeldinduzierten Trans- 
port restlicher ungebundener Markerpartikel von den Bindungsstellen weg, wird deren Konzentration im Bereich des 
Substrates und/oder der Elektroden stark verringert. Aufgrund der Sensitivitat der Elektroden fur Storungen, insbeson- 
dere in ihrem Nahfeld, beeinflussen die freien Markerpartikel die Messung nur noch unwesentlich. Ein besonderer 
Waschschritt, der nach dem S tand der Technik bei vielen analytischen Verfahren, insbesondere Immuno- Assays, notwen- 50 
dig ist, kann auch von daher entfallen. 

Haben die nachzuweisenden Molekule im MeBverfahren und die molekulbeladenen Markerpartikel elektrische La- 
dungen mit unterschiedlichen Vorzeichen, so kann beim Anlegen einer elektrischen Spannung der elektrophoretische 
Transport zunachst die geladenen Molekule zu ihren Bindungsplatzen auf oder in der Umgebung der Elektroden trans- 
portieren. Nach erfolgter Bindung an den Bindungsplatzen werden durch Umpolung des elektrischen Feldes die mole- 55 
kiilbeladenen Markerpartikel zu den Bindungsplatzen auf oder im Umfeld der Elektroden gebracht. Dieses \ferfahren ist 
besonders vorteilhaft bei der Verwendung von Sandwich-Format- Assays. 

Der beschriebene, durch ein elektrisches oder magnetisches Feld induzierte gerichtete und der auf Durchmischung 
ausgerichtete wechselnde Transport elektrisch geladener bzw. magnetischer Partikel ist bei alien markergestutzten, in 
MeBlosungen ablaufenden Nachweisverfahren anwendbar. 60 

Bei Anwendung inhomogener elektrischer Felder konnen auch ungeladene, jedoch polare Markerpartikel durch das 
oben angegebene Verfahren gerichtet transportiert oder gemischt werden. 

Im folgenden werden einige beispielhafte Ausfuhrungsformen des erfindungsgemaBen \ferfahrens und der erfindungs- 
gemaBen Vorrichtung beschrieben werden, wobei gleiche Bezugszeichen gleiche Elemente bezeichnen. Die Figuren zei- 
gen im einzelnen: 65 

Fig. 1 das elektrische Strdmungsfeld in der Umgebung einer Mikroelektrode 

a) spharische Mikroelektrode, 
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b) plan are Mikroelektrode, 

c) plan are Mikroelektrode mit Markerpartikeln im Stromungsfeld, 
Fig, 2 Elektrophoretischer Markerpartikel-Transport 

5 

a+b) zur Mikroelektrode bzw. 
c) von der Mikroelektrode weg, 

Fig. 3 Makroelektrode mit agglutinierten Markerpartikeln, 
10 Fig. 4 DurchfluBzelle mit zwei Mikroelektroden, 

a) ohne Markerpartikel, 

b) mit einem Markerpartikel und 

c) mit zwei gebundenen Markerpartikeln, 

15 

Fig. 5 Immunoassayformate 

a) und b) Antigennachweis, 

c) und d) Antikorpernachweis, 
20 a) und c) Sandwich- Verfahren und 

b) und d) kompetitive Verfahren, 

Fig. 6 Immunoassay nach Fig. 5a) mit zusatzlicher Membran, 
Fig. 7 Immunoassayformate im DurchfluBverfahren 

25 

a) und b) Antigennachweis, 

c) und d) Antikorpernachweis, 

a) und c) Sandwich- Verfahren, 

b) und d) kompetitive Verfahren, 

30 

Fig. 8 DNA-Sonde mit Antikorperwechselwirkung, 
Fig. 9 DNA-Sonde, 

Fig. 10 DNA-Sonde nach dem Sandwich-Prinzip, 
Fig. 11 Immuno- Assay- Array 
35 Fig. 12 Querschnitt durch ein Imrnuno-Assay-Array, 
Fig. 13 Mikrocontainment- Assay, 

Fig. 14 Bio- Assay auf der Basis von Interdigitalstrukturen, 
Fig. 15 Modifiziertes Assay nach Fig. 14, 
Fig. 16 Modifiziertes Assay nach Fig. 14, 
40 Fig. 17 MeBschaltung fur Assays nach Fig. 14 bis 16, 
Fig. 18 Immunoassay-Teststabcben, 
Fig. 19 Bioassay fur ganze Zellen. 

Der Mechanismus des Bindungsnachweises ist in Fig. 1 naher beschrieben. 

In Fig. la ist die Umgebung einer Mikroelektrode gezeigt. Hierin ist 1 ein isolierender TYager, auf dem eine spharische 
45 Mikroelektrode 2* angeordnet ist Zwischen dieser Mikroelektrode 2* und einer nicht dargestellten Gegenelektrode wird 
eine elektrische Spannung angelegt. BeideElektroden werden von einem fliissigen MeBmedium 3 umspiilt. Von der unter 
Spannung stehenden Mikroelektrode 2* gehen elektrische Feldlinien 4 aus. 

In Fig. lb und lc ist der Mechanismus eines Bindungsnachweises gezeigt. Die planare Mikroelektrode 2 hat quadra- 
tische Form mit einer Kantenlange von 3 urn. Die Elektrode ist mit Hilfe bekannter Dunnschichtverfahren auf einem iso- 
50 lierenden Trager 1, der aus Glas besteht, hergestellt worden. Das Material des Markerpartikels ist Si02, und der Durch- 
messer betragt 2 urn. 

Im waBrigen MeBmedium wird die spezifische Leitfahigkeit wie folgt beschrieben: 

« K a Zz?-F a -JvC, (Gleichung 1) 



Hierin sind zj die Ladungszahl, u die Beweglichkeit und C die Konzentration der Ionen. F steht fur die Faraday-Kon- 
stante. 

60 Die Zusammenhange zwischen elektrischer Stromdichte, elektrischer Feldstarke und Spannungsabfall zwischen Mi- 
kroelektrode und flCissigem MeBmedium stellen sich vereinfacht wie folgt dan 

An einer halbkugelfbrmigen Mikroelektrode ergibt sich ein Zusammenhang zwischen der Stromdichte J und dem elek- 
trischen Strom I gemaB Gleichung 2. 



J = - — J* (Gleichung 2) 
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Hierin ist r der Abstand vom Mittelpunkt der Mikroelektrode in das MeBmedium hinein. Fiir die elektrische Feldstarke 
E gilt mit der spezifischen Leitfahigkeit K des MeBmediums die Gleichung 

1 

E= — -J (Gleichung 3) 

K 

Fiir den Spannungsabfall zwischen der Elektrodenoberflache und dem flussigen MeBmedium ergibt sich in Abhangig- 
keit vom Radius r 



Fiir eine planare Mikroelektrode gemafi Fig. lb folgt: 
U s ' = U s • k mit k « 0,6 (Gleichung 5). 

Fiir den Abstand r = 2r 0 ergibt sich 
U s (r = 2r G ) = 0,5 U(r — oo) (Gleichung 6). 



10 



20 



Dies bedeutet, daB bereits in einem Abstand von einem Elektrodendurchmesser die Spannung um 50% abgefalien ist. 

Eine Stoning des elektrischen Feldes in direkter Umgebung der Mikroelektrode 2* fuhrt damit zu einer starken Ver- 
anderung des elektrischen Feldlinienverlaufes. 25 

In Abb. lc ist ein Markerpartikel (Labelpartikel) 5 gezeigt, das iiber eine Bindung 6 an eine Mikroelektrode 2 als Sub- 
strat gebunden ist. Das durch das Markerpartikel 5 stark gestorte elektrische Stromungsfeld 4 wirkt sich in einer starken 
Anderung des meBbaren elektrischen Widerstandes zwischen der Mikroelektrode 2 und einer Gegenelektrode aus, die 
sich ebenfalls im waBrigen MeBmedium 3 befindet, aber nicht dargestellt ist, 

Der elektrische Widerstand kann mit Hilfe von Gleich- oder Wechselspannungen mit Werten von einigen 10 mV bis 30 
wenigen Volt, vorzugsweise im 100 mV-Bereich, und die elektrische Kapazitat kann mit Hilfe von Wechselspannungen 
mit Frequenzen von wenigen Hz bis einigen MHz, vorzugsweise im kHz-Bereich, gemessen werden. 

Wird das Binden von Markerpartikeln 5 im elektrodennahen Raum durch Messung des elektrischen Widerstandes 
bzw. der elektrischen Kapazitat zeitaufgelost registriert, so kann eine quantitative Messung auf dynamischem Atege 
durch Auswertung der Signal-Zeit-Funktion erfolgen, da deren erste Ableitung ein MaB fur die Analytkonzentration ist. 35 

Die molekulare Wechselwirkung der Markerpartikel 5 mit dem Substrat wird weiterhin durch Transport von Markerp- 
artikeln 5 in einem elektrischen Feld unterstiitzt, sofem die Markerpartikel 5 selbst eiektrisch geladen sind. Dies kann 
wie folgt beschrieben werden. 

Im elektrischen Feld E, das zwischen zwei Elektroden durch Anlegen einer elektrischen Spannung im waBrigen MeB- 
medium erzeugt wird, wird auf ein eiektrisch geladenes Markerpartikel 5 eine Kraft F ausgeubt: 40 

F = zrQ.E (Gleichung 7) 

Hierin ist Q die Ladung der Ionen. 

Aufgrund dieser Kraftwirkung bewegen sich die eiektrisch geladenen Markerpartikel 5 mit einer Geschwindigkeit v 45 
im elektrischen Feld E: 



v = u • E (Gleichung 9). 

Die Geschwindigkeit der Marker Partikel ( v) ist also proportional zur elektrischen Feldstarke E. Diese Proportionalitat 50 
wird durch die Beweglichkeit u beschrieben: 



u = v/E (Gleichung 10). 

Die Beweglichkeit u ist dabei abhangig von der Art des MeBmediums sowie der ARt der Markerpartikel. 55 
Dies bedeutet, daB sich die Markerpartikel aufgrund ihrer eigenen elektrischen Ladung im elektrischen Feld bewegen. 
Befinden sich daruber hinaus eiektrisch geladene Molekule an der Oberflache der Markerpartikel, so besummt die Eigen- 
ladung des Markerpartikels auf jeden Fall dann die Richtung des feldinduzierten Transports, wenn der Betrag der Eigen- 
ladung groBer ist als der Betrag der Ladungen der an der Oberflache gebundenen Molekule. Weist die Ladung der gebun- 
denen Molekule gleiche Polaritat wie die Markerpartikel-Eigenladung auf, so wird der Transport durch Zunahme der Ge- 60 
schwindigkeit gestarkt. Bei entgegengesetzten Ladungen wird die Geschwindigkeit verringert. 

In Fig. 2 ist der oben in der Theorie beschriebene elektrophoretische Transport von eiektrisch geladenen Markerparti- 
keln 5 dargestellt. Aufgrund einer zwischen einer Mikroelektrode 2 und einer nicht dargestellten Gegenelektrode ange- 
legten elektrischen Spannung von beispielsweise 500 mV bewegen sich die Markerpartikel 5 in Richtung auf die Mikro- 
elektrode zu, da elektrische Krafte F e auf die Partikel einwirken (Fig. 2a). Nach Annaherung (Fig. 2b) der Markerpartikel 65 
5 an die Mikroelektrode 2 kann es zu einer bindenden Wechselwirkung 6 mit der als Substrat ausgebildeten Elektrode 2 
kommen (Fig. 2c). Nach Umkehrung des elektrischen Feldes wirken die elektrischen Krafte F c in entgegengesetzter 
Richtung, so daB die nicht gebundenen Markerpartikel 5 von der Mikroelektrode 2 wieder entfemt werden (Fig. 2c). Auf 
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diese Weise erfolgt durch elektrophoretischen Transport ein Pseudo-WaschschritL Fur die Markerpartikel 5 kommt eine 
Auswahl von Materialien mit unterschiedlichen Ladungen in Frage, die sich fur elektrophoretischen Transport eignen. 

Ein Transport von paramagnetischen oder diamagnetischen Markerpartikeln kann auch in einera magnetischen Feld 
erfolgen, wobei im Falle diamagnetischer Markerpartikel das magnetische Feld inhomogen zu sein hat. 
5 Das der Erfindung zugrundeliegende Wirkprinzip von Markerpartikel-Nachweis und -Transport kann als ein durch 
Markerpartikel (Labelpartikel) induzierter FeldefFekt (label induced field effect, LIFE) bezeichnet werden. 

In Fig. 3 ist ein Bio-Assay fur den Nachweis hoherer Analytkonzentrationen dargestellt. Damit das Binden 6 mehrerer 
Markerpartikel 5 mit Durchmessern von ca. 1 um meBtechnisch nachgewiesen werden kann, werden auf einem isolieren- 
den Trager 1 z. B. aus Glas groBere Elektroden 2* verwendet, an deren Oberflache es zu einer Agglutination von Mar- 
io kerpartikeln kommt. Die Elektrode hat z. B. eine rechteckige Form mit den Abmessungen von 10 x 50 um. 

Der MeBbereich fur hohere Analytkonzentrationen kann Agglutinationsbereich genannt werden. Um eine Agglutina- 
tion von Markerpartikeln zu vermeiden, die sich noch frei im MeBmedium bewegen, kann auch hier die Messung durch 
einen elektrophoretischen Marker- Transport zur Elektrode hin unterstutzt werden. 

Fig. 4 zeigt eine DurchfluBzelle aus Kunststoff mit zwei gegenuberliegenden Mikroelektroden 2 > , 2 >:> , die z. B. aus 
15 Platin bestehen und auf Tragermateri alien 7 aufgebracht sind. Der FluB O eines MeBmediums 3 bewegt Analytmolekule 
und Markerpartikel 5 durch die DurchfluBzelle. Der Abstand der Mikroelektroden 2 > , 2^ betragt 50 um und die Elektro- 
denflache jeweils 5 um x 5 um. In Fig. 4a ist die DurchfluBzelle ohne Markerpartikel, in Fig. 4b mit einem Markerparti- 
kel 5 und in Fig. 4c mit zwei untereinander gebundenen Markerpartikeln 5 dargestellt. Aufgrund des durch die Markerp- 
artikel 5 gestorten elektriscben Stromungsfeldes kann durch Messung des elektrischen Widerstandes, bzw. der komple- 
20 xen Admittanz, die Anwesenheit einer oder mehrerer Markerpartikel 5 zwischen den Mikroelektroden 2 > , 2 >:> ■ nachge- 
wiesen werden. 

In Fig. 5 sind vier Immunoassay-Formate nach dem LIFE-Prinzip dargestellt. 

Fig. 5a zeigt ein Immunoassay zum Antigennachweis nach dem Sandwich-Prinzip. Auf einer Elektrode 2 sind Anti- 
korper 9' immobilisiert. Von den Antigenen 8 tritt ein Antigen 8* in Wechselwirkung mit einem immobilisierten Anti- 

25 korper 9' auf der Elektrode 2. Ein Antikorper 9 (+) , der auf einem Markerpartikel 5 immobilisiert wurde, tritt in Wechsel- 
wirkung mit dem Antigen 8*, so daB sich ein Sandwich bildet. Die elektrodennahe Position des Markerpartikels 5 wird 
durch markerinduzierten Feldeffekt elektrisch bzw. elektrochemisch nachgewiesen. 

Fig. 5b zeigt ein kompetitives Immunoassay-Format fur den Antigennachweis. An den auf einer Mikroelektrode 2 im- 
mobilisierten Antikorpern 9' konkurrieren Antigene 8 mit auf den Markerpartikeln 5 immobilisierten Antigenen 8". Im 

30 gezeigten Beispiel kommt es zu einer Bindung zwischen einem immobilisierten Antigen 8" * eines Markerpartikels 5 und 
einem auf der Mikroelektrode 2 immobilisierten Antikorper (9'*), 

Fig. 5c zeigt entsprechend ein Immunoassay-Sandwichformat fur den Antikorpernachweis und Fig. 5d entsprechend 
ein kompetitives Format fur den Antikorpernachweis. Eine genaue Beschreibung wird zur Vermeidung von Wiederho- 
lungen der Erlauterungen zu Fig. 5a und 5b weggelassen. 

35 Auch ist es moglich, die Messung - z. B. nach Fig. 5a - mit Hilfe von zwei Elektroden durchzufuhren, von denen auf 
einer Elektrode z. B. Antikorper immobilisiert sind und die andere Elektrode freibleibt. Werden nun die Widerstande 
oder Kapazitaten beider Elektroden gegen eine Referenzelektrode gemessen, so kann die quantitative Erfassung der Ana- 
lytkonzentration aus der Signaldifferenz beider Elektroden bestirnmt werden. Auf diese Weise lassen sich Effekte elimi- 
nieren, die durch unspezifische Bindung von Molekulen hervorgerufen werden. 

40 In einem weiteren Ausfuhrungsbeispiel zeigt die Fig. 6 in Anlehnung an Fig. 5a ein Immunoassay-Format vom Sand- 
wich-iyp. Zusatzlich zur Darstellung in Fig. 5a ist hier eine Membran 10 uber einer Mikroelektrode 2 angeordnet. Diese 
Membran besteht z. B. aus Nitrozellulose oder aus Nylon. In der Membran 10 sind Markerpartikel 5 mit immobilisierten 
Antikorpern 9" lokalisiert und beweglich. Der Nachweis von Antigenen 8 kann nun auf einfache Weise dadurch erfolgen, 
daB ein fliissiges MeBmedium 3 auf die Oberflache der Membran 10 aufgebracht wird. Diese Membran kann als funktio- 

45 nelle Schicht ausgebildet sein und Funktionen ubernehmen, die z. B. aus dem Bereich der Immunfiltration bekannt sind. 
Das Medium erfahrt in dieser Membran eine Filtration und/oder eine Konditionierung. Der Nachweis der Sandwichbil- 
dung erfolgt wie im Beispiel nach Fig. 5a beschrieben. 

In Fig. 7 sind die verschiedenen Immunoassay-Formate fur eine DurchfluBmeBzelle mit Mikroelektroden 2 > , 2 >:> ge- 
zeigt. Fig. 7a zeigt die Immobilisierung von Antikorpern 9" auf Markerpartikeln 5, an die fur die Antikorper 9" spezifi- 

50 sche Antigene 8 gebunden sind. Uber Antigene 8* kommt es auch zur Agglutination zweier Markerpartikel 5. In Fig. 7b 
konkurrieren Antigene 8 mit einem Markerpartikel 5, das mit Antigenen 8" versehen ist, um die Bindungsstellen auf ei- 
nem Markerpartikel 5, das mit Antikorpern 9" versehen ist. In Fig. 7c und Fig. 7d sind die entsprechenden Formate fur 
den Nachweis von Antikorpern dargestellt. Die elektrische Messung erfolgt gemaB dem Beispiel nach Fig. 4. 
In Fig. 8 ist eine DNA-Sonde dargestellt. Fig. 8a zeigt ein Markerpartikel 5 und eine DNA 11 in einer MeBlosung. Auf 

55 einem Markerpartikel 5 wird die DNA 11 immobilisiert (Fig. 8b). AnschlieBend kommt es zu einer Hybridisierung von 
DNA 11" und RNA 12 aus dem MeBmedium (Fig. 8c, d). Im nachsten Schritt (Fig. 8e) kommt es zu einer Wechselwir- 
kung zwischen dem DNA-RNA-Hybrid und einem immobilisierten Antikorper 9', so daB der Markerpartikel 5 mikro- 
elektrodennah lokalisiert und elektrisch nachweisbar ist. 

In Fig. 9 ist eine DNA-Sonde ohne immobilisierte Antikorper dargestellt. Ein DNA-Molekul 11 wird auf einem Mar- 

60 kerpartikel 5 immobilisiert (Fig. 9a). AnschlieBend an die Bindung der DNA 11 an das Markerpartikel 5 erfolgt eine Hy- 
bridisierung mit einem auf der Mikroelektrode 2 immobilisierten RNA-Strang 12' (Fig. 9b), und es kommt zu einer pha- 
sengrenznahen Lokalisierung des Markerpartikels 5 (Fig. 9c). In diesem Beispiel konnen RNA- gegen DNA-Molekule 
ausgetauscht werden und umgekehrt. 
Die Fig. 10 zeigt ein DNA-Assay vom Sandwich-typ. Auf einer Mikroelektrode ist ein DNA-Sonden-Molekul 13 im- 

65 mobilisiert (Fig. 10A). Ein DNA-Molekul 11 aus dem MeBmedium tritt in Wechselwirkung mit dem Sondenmolekul 13 
(Fig. 1 0b). Nach Hybridisierung der Molekiile 13 und 11 zu einem Hybrid (11*, 13*) kommt es zu einer Wechselwirkung 
mit einem Reporter-Sonden-MolekuT 14, das auf einem Markerpartikel 5 immobilisiert ist (Fig. 10c). Durch diese Hy- 
bridisierung kommt es zu einer mikroelektrodennahen Lokalisierung des Markerpartikels 5 (Fig. lOd). Die meBtechni- 
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sche Erfassung erfolgt wie in den vorangegangenen Beispielen beschrieben. Auf diese Weise lassen sich z. B. DNA-Son- 
den- Arrays zu Sequenzierung aufbauen. 

In der Fig. 11 ist ein Ausschnitt eines Mikroelektroden- Arrays dargestellt. Auf einem isolierenden Trager 1 ist eine 
Vielzahl von Mikroelektroden 2 realisiert In der Fig, 1 1 sind drei Mikroelektroden dargestellt. Auf den Mikroelektroden 
sind Antikorper unterschiedlichen Typs 9\ 9°\ 9 Vl immobilisiert (Fig. 1 1 a). Zu den Antikorpern 9' passen Antigene 8. Zu 5 
den Antikorpern 9°' passen Antigene 8°. TVeten die genannten Antigene 8, 8° mit den Antikorpern 9', 9°' in Wechselwir- 
kung, die auf den verschiedenen Mikroelektroden immobilisiert sind, so kann sich durch Anlagerung entsprechender An- 
tikorper, die auf Markerpartikeln immobilisiert sind, jeweils ein Sandwich bilden (Fig. lib). Die Sandwichbildung kann 
dadurch unterstutzt werden, daB bei Verwendung geladene Markerpartikel diese durch Anlegen einer elektrischen Span- 
nung zwischen den Mikroelektroden 2 und einer nicht dargestellten auBeren Referenzelektrode elektrophoretisch in 10 
Richtung der Mikroelektroden bewegt werden (Fig. 11a und b). Nach Sandwichbildung (Fig. lib) wird der elektropho- 
retische Transport durch Umpolung der elektrischen Spannung und der Kraft F umgekehrt, so daB die nicht gebundenen 
Markerpartikel von den Mikroelektroden weg bewegt werden (Fig. 1 lc). Auch dies ist ein Pseudo-Waschschritt. Die Er- 
fassung der im Sandwich gebundenen Markerpartikel erfolgt auf elektrische Weise, wie in den vorangegangenen Bei- 
spielen beschrieben. Der elektrophoretische Markerpartikel-Transport kann auch durch einen magnetisch induzierten 15 
Transport paramagnetischer Markerpartikel ersetzt werden. 

Auf gleiche Weise kann mit solchen Arrays ein DNA-Chip- Assay realisiert werden, das fur eine Sequenzierung durch 
Hybridisierung verwendet werden kann. Hierbei werden anstelle der Antikorper bzw. Antigene DNA-Sonden eingesetzt, 
wie dies in den Fig. 8 bis 10 dargestellt ist. 

In Fig. 12 ist ein Ausschnitt aus einem planaren Mikroelektroden-Array dargestellt. Ein Trager 1 besteht aus Glas. 20 
Eine Mikroelektrode 2, eine Leiterbahn 17 sowie ein elektrischer Kontakt 15 bestehen aus Piatin und wurden durch ein 
gangiges Dunnschichtverfahren hergestellt. Die fur ein solches Bio- Assay verwendeten Medien (Markerpartikel, Anti- 
korper usw.) sowie das MeBmedium konnen auf die Mikroelektrode aufgebracht werden. 

Ein weiteres Ausfuhrungsbeispiel ist in Fig. 13 dargestellt. Als Ausschnitt aus einem groBeren Array ist eine spiegel- 
symmetrische und daher nur einseitig mit Bezugszeichen versehene Struktur mit zwei Mikroelektroden 2 # dargestellt. 25 
Ein Trager 1 fur die Mikroelektroden 2* besteht aus einem dreidimensional strukturierbaren Material. Hierfur laBt sich 
insbesondere Silizium einsetzen, das durch bekannte anisotrope Atzverfahren dreidimesional strukturiert wird. An der 
Oberflache ist das Silizium elektrisch isoliert. Hierfur werden SiQrSchichten an der Siliziumoberflache durch thermi- 
sche Oxydation erzeugt. 

Zusatzlich kann eine Si 3 N 4 -Schicht uber der Si02-Schicht durch CVD-Verfahren abgeschieden werden. Mit Hilfe ein- 30 
gefuhrter Dunnschichtverfahren kann ein Metallfilm auf der Trageroberflache abgeschieden und strukturiert werden. 
Dieser Metallfilm besteht aus Piatin. Nach der Strukturierung ergibt sich eine Mikroelektrode 2*, die uber eine Leiter- 
bahn 17 mit einem elektrischen AnschluBkontakt 15 verbunden ist. Die Leiterbahn 17 ist mit einer elektrischen Isolati- 
onsschicht 16 bedeckt, die z. B. aus einem Polymermaterial besteht. Die Mikroelektrode 2* befindet sich in einer pyra- 
midenartigen Vertiefung, die als Containment 18 bezeichnet Werden kann. Die Containments 18 dienen einerseits zur 35 
Aufnahme des zu immobilisierenden Materials, andererseits dienen sie zur Aufhahme der Probe. Der Betrieb eines sol- 
chen Arrays kann auf gleiche Weise erfolgen wie im Beispiel nach Fig. 1 1 und 12. 

In Fig. 14 ist eine einfache Struktur fur eine Vorrichtung nach der Erfindung als Bio- Assay abgebildet. Auf einem Tra- 
ger 1 sind zwei Interdigitalstrukturen 19 und 19' realisiert (Fig. 14a). Die gezeigten Fingerstrukturen sind nicht maBstab- 
lich dargestellt. Die Fingerbreiten und die Abstande zwischen den Fingern betragen typisch wenige urn. Darnit ist die Be- 40 
dingung einer kleinen Elektrodenoberflache fur den Nachweis von nur wenigen gebundenen Markerpartikeln gegeben. 
Die Interdigitalstrukturen 19, 19', elektrische Leiterbahnen 17, 17* , 17\ 17* sowie elektrische AnschluBkontakte 15, 15 + , 
15\ 15* sind z. B . mit Hilfe bekannter Dunnschichtverfahren aus Piatin hergestellt. Dieser Trager wird mit einer Abdek- 
kung 20 versehen (Fig. 14b). Die Montage der Abdeckung 20 erfolgt z. B. durch Kleben. Sie kann auch im Siebdruck- 
verfahren aufgebracht werden. Durch in der Abdeckung vorgesehene Durchbriiche 21, 21' kann die Probe mit den Inter- 45 
digitalstrukturen in Wechselwirkung treten. Zuvor wurden auf der Flache einer der Interdigitalstrukturen Antikorper im- 
mobilisiert. Durch Eintauchen der Struktur nach Fig. 14b) in eine MeBlosung mit Antigenen zu den immobilisierten An- 
tikorpern als Analyten kann ein Immunoassay vom Sandwichtyp durchgefuhrt werden, wie es in Fig. 5a beschrieben ist. 
Hiertur sind auf der Flache 22 Markerpartikel mit immobilisierten Antikorpern schwach immobilisiert. Nachdem die 
Struktur nach Fig. 14b bis zum oberen Rand der Flache 22 in das MeBmedium eingetaucht ist, konnen sich die auf der 50 
Flache 22 befindlichen Markerpartikel im MeBmedium losen. Auf diese Weise kann eine Sandwichbildung erfolgen, wie 
sie in Fig. 5a beschrieben ist. 

Zusatzlich ist es moglich, durch Anlegen einer elektrischen Spannung zwischen den Interdigitalstrukturen und einer 
auBeren Referenzelektrode einen elektrophoretischen Transport geladener Markerpartikel durchzufuhren. Eine elektri- 
sche Schaltung hierfur ist in Fig. 17 gezeigt, die weiter unten beschrieben wird. ^ 55 

Die Messung kann an beiden Interdigitalstrukturen vorgenommen werden. Da nur auf einer der beiden Strukturen An- 
tikorper immobilisiert sind, kommt es auch nur hier zur Sandwich-Bildung. Durch eine Auswertung der Differenz der Si- 
gnale von den beiden Interdigitalstrukturen kann der EinfluB nicht spezifisch bindender Molekule eliminiert werden. 

Ein gegenuber Fig. 14 modifiziertes Ausfuhrungsbeispiel ist in Fig. 15 dargestellt. Hier ist die Abdeckung 20 mit den 
Durchbriichen 21, 21' (Fig. 15a) mit einer zusatzlichen Membran 23 (z. B. einer Dialysemembran) abgedeckt (Fig. 15b). 60 
Die fiir das Bio- Assay verwendeten Markerpartikel mit den immobilisierten Molekulen sind vor dem Aufbringen der 
Membran 23 in loslicher Form in einen der Durchbriiche 21, 21' eingebracht worden. Die Sensorkonfiguration nach Fig. 
15b wird mit ihrem unteren Ende in das MeBmedium eingetaucht, so daB das MeBmedium durch die diinne Schicht23 in 
den Bereich der Durchbriiche 21, 21' eindringen kann. Die Messung erfolgt wie im Beispiel nach Fig. 14 beschrieben. 

In einem weiteren Ausfuhrungsbeispiel ist es moglich, den elektrophoretischen Transport der Markerpartikel durch ei- 65 
nen magnetischen Transport zu ersetzen. Dies ist in der Fig. 16 vereinfacht dargestellt, bei der eine Assaystruktur nach 
Abb. 14 mit einem Magneten 24 versehen wird. Zur Unterstutzung der Sandwichbildung wird ein Magnetfeld so ausge- 
bildet, daB die paramagnetischen Markerpartikel in den Bereich der Interdigitalstrukturen 19, 19' gezogen werden. Dies 
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ist z. B. mit Hilfe des kleinen Magneten 24 moglich. Nach Sandwichbildung wird der Magnet 24 auf der gegenuberlie- 
genden Seite (in der Fig. 1 6 oberhalb der Assaystruktur) angeordnet, so daB die Markerpartikel von den Interdigitalstruk- 
turen 19, 19' weg bewegt werden und es zu einem Pseudowaschschritt kommt. 
Der kleine Magnet 24 kann auch durch einen Elektromagneten ersetzt werden, 
5 In Fig. 17 ist eine MeBschaltung fur Vorrichtungen (Assays) nach den Fig. 14 bis 16 gezeigt. Eine Spannungsquelle 29 
erzeugt ein Gleichspannungs- oder ein Wechselspannungssignal im mV-Bereich, vorzugsweise in der Hohe einiger 100 
mV. Dieses Signal wird uber Anschliisse 34 und 35 mit Anschlussen 15 und 15+ bzw. 15' und 15+' der Interdigitalstruk- 
turen nach Fig. 14, 15 oder 16 verbunden. Der sich uber die MeBlosung einstellende Gleich- bzw. Wechselstrom wird mit 
einem Strommesser 30 registriert Aus den Spannungs-Strom-Daten wird der elektrische Leitwert als ein MaB fur die 
10 Analytkonzentration des MeBmediums in der Umgebung der gegebenenfalls mit Markerpartikeln belegten Elektroden 
der Interdigitalstruktur gemessen. 

Fiir den elektrophoretischen Markerpartikel-Transport kann von einer Gleichspannungsquelle33 uber Widerstande 31 
und 32 an die Anschliisse 34 und 35 eine Gleichspannung im Bereich von einigen 100 mV gegen eine Gegenelektrode 
angelegt werden. Die Gegenelektrode kann sich in einer groBeren Entfernung von den Interdigitalstrukturen im MeBme- 
15 dium befinden. Beispielsweise besteht diese Gegenelektrode aus einem chloridisierten Silberfilm, wie dies dem Stand 
der Technik entspricht. Die Werte der Widerstande 31, 32 liegen im kft- bzw. im MO-Bereich (z. B. bei 100 k£i). 

In Fig. 18 isteinlmmunoassay-Teststabchen in stark vereinfachter Formdargestellt. Auf einem Trager 1 (Fig. 18a) be- 
findet sich eine Immobilisierungsschicht 25 aus einem Material, an dessen Oberflache Antigene bei Kontakt immobili- 
siert werden. Diese Schicht besteht aus PVA und iiberdeckt eine Interdigital-Doppelstruktur (nicht dargestellt), wie diese 
20 aus den Fig. 14 bis 16 bekannt sind. Die elektrischen Anschliisse (nicht dargestellt) befinden sich auf einer AnschluBfla- 
che 26. Wird die Anordnung nach Fig. 18a in ein GefaB 27 mit einem MeBmedium 3 gebracht, das Antigene 8 enthalt, 
werden auf der Immobilisierungsflache 25 Antigene immobilisiert (Fig. 18 bl). Gieiches kann beim Einbringen der An- 
ordnung nach Fig. 18a in ein Gewebe (z. B. Fleisch . . .) oder ein gelartiges MeBmedium geschehen (Fig. 18 b2). 
AnschlieBend wird die Anordnung in Kontakt mit einem fliissigen Medium gebracht, das Markerpartikel mit immobi- 
25 lisierten Antikorpem enthalt (Fig. 18c). Nach dem Zustandekommen der Antikorper/Antigen-Wechselwirkung mit der 
elektrodennahen Lokabsierung der Markerpartikel (im Bereich der Interdigitalstrukturen unter der Schicht 25) kann die 
Messung so erfolgen, wie in den vorangegangenen Beispielen dargestellt. 

Ein weiteres Beispiel eines Bioassays ist in Fig. 19 gezeigt Mit einem solchen Assay lassen sich ganze Zellen 40 
nachweisen. Die Anordnungen gemaB Fig. 19a und b entsprechen einem Immunoassay-Format gemaB Fig. 5a. Gegen- 
30 uber dem Immunoassay sind die Antigene ersetzt durch Zellen 40, die an ihrer Oberflache S trukturen mit der Eigenschaft 
von Antigenen 8* tragen. Fig. 19a zeigt ein Bioassay mit kleinen Zellen (z. B. Protozyten mit Durchmessern im Bereich 
von 0,3 und 2,5 urn). Die Fig. 19b stellt ein Assay mit z. B. Euzyten mit Durchmessern zwischen 2 und 20 urn dar. 

Die in den vorangegangenen Ausfuhrungsbeispielen verwendeten Markerpartikel konnen zum Beispiel aus Mikro- 
spharen aus Si0 2 , Latex, diamagnetischen, paramagnetischen und anderen Materialien mit Durchmessern zwischen 
35 15 nm und 25 mm bestehen. Dariiber hinaus konnen auch Dendrimere verwendet werden. 

Neben Markerpartikeln aus elektrisch isolierenden Materialien lassen sich auch Markerpartikel einsetzen, die aus me- 
tallischem Material hergestellt sind. Solche elektrisch leitfahigen Markerpartikel lassen sich auch realisieren, indem 
elektrisch isolierende Markerpartikel (z. B. Mikrospharen) mit einer dunnen Metallschicht bedampft werden. 
Die beschriebenen Assays konnen nicht nur fur die hier beschriebenen Analyte, sondern auch generell zum Nachweis 
40 von Antikorpem, Antigenen, Nukleinsauren, Aptameren oder anderen beliebigen Analyten zur Analyse und/oder Dia- 
gnostik in der Chemie, Lebenmittelchemie, Biotechnologie, Umweltanalytik, Biochemie oder Medizin eingesetzt wer- 
den. 

Patentanspriiche 

45 

1. Verfahren zum Nachweis von Analyten in MeBlosungen mittels Markerpartikeln, dadurch gekennzeichnet, 
daB Markerpartikel verwendet werden, deren elektrische Eigenschaften von den elektrischen Eigenschaften der 
MeBlosung verschieden sind, 

daB in der MeBlosung ein elektrisches Feld erzeugt wird, und 
50 daB durch die Markerpartikel verursachte Anderungen des elektrischen Feldes bestimmt werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Markerpartikel sich bezugtich ihrer Dielektrizi- 
tatskonstanten und/oder ihres spezifischen elektrischen Widerstandes von der MeBlosung unterscheiden. 

3. Verfahren nach Anspruch, dadurch gekennzeichnet, daB die Markerpartikel spezifisch an die Analyte binden, die 
gegebenenfalls ihrerseits spezifisch an ein Substrat binden. 

55 4. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB die freien Analyte mit Markerpartikeln bzw. 

mit Markerpartikeln, an die Analyte gebunden sind, urn die fur die freien Analyte spezifischen Bindungsplatze auf 
einem Substrat konkurrieren. 

5. Verfahren nach Anspruch 3 oder 4, dadurch gekennzeichnet, daB durch das Substrat oder in unmittelbarer Nahe 
des Substrates das elektrische Feld erzeugt wird. 
60 6. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Markerpartikel spezifisch an die Analyte 

binden und daB die MeBlosung anschlieBend zwischen zwei Elektroden hindurchflieBt, durch die das elektrische 
Feld erzeugt wird. 

7. Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, dadurch gekennzeichnet, daB der elektrische Strom zwischen 
den Elektroden bzw. die Kapazitat beim HindurchflieBen der MeBlosung bestimmt wird. 
65 8. Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB Markerpartikel 

mit einer elektrischen Ladung verwendet werden. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB vor der Bestimmung der Anderung des elektrischen 
Feldes durch die Markerpartikel in der MeBlosung ein elektrisches Feld erzeugt wird, das auf die Markerpartikel 
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eine Kraft ausiibt 

10. Verfahren nach Anspruch 8 oder 9, dadurch gekennzeichnet, daB an zwei Elektroden in der MeBlosung eine 
Wechselspannung angelegt wird. 

1 1 . Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 3 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB Markerpartikel mit einer 
elektrischen Ladung verwendet werden und vor der Bestimmung der Anderung des elektrischen Feldes durch die 
Markerpartikel an die MeBlosung ein elektrisches Feld angelegt wird, das auf die Markerpartikel eine Kraft in Rich- 
tung des mit Bindungsplatzen fur die Markierungspartikel versehenen Substrates hin ausiibt. 

12. Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 3 bis 5 oder 11, dadurch gekennzeichnet, daB Markerpartikel 
mit einer elektrischen Ladung verwendet werden und unmittelbar vor der Bestimmung der Anderung des elektri- 
schen Feldes durch die Markerpartikel ein elektrisches Feld angelegt wird, das auf die Markierungspartikel eine 
Kraft von dem mit Bindungsplatzen fur die Markerpartikel versehenen Substrat weg ausiibt. 

13. Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB vor der Be- 
stimmung der Anderung des elektrischen Feldes durch die Markerpartikel an die MeBlosung ein magnetisches Feld 
angelegt wird, das auf die Markerpartikel eine Kraft ausiibt. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daB an die MeBlosung ein seine Richtung wechselndes 
Magnetfeld angelegt wird. 

15. Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 3 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB vor der Bestimmung der 
Anderung des elektrischen Feldes durch die Markerpartikel an die MeBlosung ein magnetisches Feld angelegt wird, 
das auf die Markerpartikel eine Kraft in Richtung des mit Bindungsplatzen fur die Markerpartikel versehenen Sub- 
strates hin ausiibt. 

16. Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 3 bis 5 oder 15, dadurch gekennzeichnet, daB vor der Bestim- 
mung der Anderung des elektrischen Feldes durch die Markerpartikel an die MeBlosung ein magnetisches Feld an- 
gelegt wird, das auf die Markierungspartikel eine Kraft von dem mit Bindungsplatzen fur die Markerpartikel verse- 
henen Substrat weg ausiibt 

17. Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB paramagneti- 
sche Markerpartikel verwendet werden. 

18. Vorrichtung zur Bestimmung von Analyten in MeBlosungen mittels Markerpartikeln mit einem Trager und auf 
dem Trager angeordneten Markerpartikeln, dadurch gekennzeichnet, daB die Markerpartikel elektrische Eigen- 
schaften aufweisen, die von den elektrischen Eigenschaften der MeBlosung verschieden sind, und daB auf dem Tra- 
ger mindestens eine Elektrode angeordnet ist. 

19. Vorrichtung nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daB auf dem Trager ein Substrat mit spezifischen Bin- 
dungsstellen fur den Analyten angeordnet ist und die Markerpartikel spezifische Bindungsstellen fur die Analyte 
oder das Substrat aufweisen. 

20. Vorrichtung nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, daB das Substrat als Elektrode ausgebildet ist. 

21. Vorrichtung nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daB die Markerpartikel spezifische Bindungsstellen 
fur den Analyten aufweisen, und auf dem Trager eine zweite Elektrode derart angeordnet ist, daB zwischen der er- 
sten und zweiten Elektrode eine Oflhung fur den DurchfluB der MeBlosung bestehL 

22. Vorrichtung nach mindestens einem der Anspriiche 18 bis 21, dadurch gekennzeichnet, daB sie nach auBen 
durch eine Membran abgeschlossen ist, die fur den Analyten und gegebenenfalls fur die MeBlosung durchlassig ist. 

23. Vorrichtung nach mindestens einem der Anspriiche 18 bis 22, dadurch gekennzeichnet, daB die Markerpartikel 
eine elektrische Ladung aufweisen. 

24. Vorrichtung nach mindestens einem der Anspriiche 18 bis 23, dadurch gekennzeichnet, daB auf dem Trager ein 
umpolbares magnetisches Element angeordnet ist. 

25. Vorrichtung nach mindestens einem der Anspriiche 18 bis 24, dadurch gekennzeichnet, daB die Markerpartikel 
paramagnetisch sind. 

26. Verwendung einer Vorrichtung oder eines Verfahrens nach mindestens einem der vorhergehenden Anspriiche 
zum Nachweis von Antikorpern, Antigenen, Nukleinsauren, Aptameren oder anderen Analyten zur Analyse und/ 
oder Diagnostik in der Chemie, pharmazeutischen Entwicklung, Lebensmittelchemie, Biotechnologie, Umweltana- 
lytik, Biochemie oder Medizin. 

Hierzu 19 Seite(n) Zeichnungen 



Patent provided by Sughrue MionpPLLC - http://www.sughrue.com 



ZEICHNUNGEN SEITE 1 



Nummer: 
Int. CI. 6 : 

Offenlegungstag: 



DE19751 706 A1 
G01N 27/04 
2. Juni 1999 





Patent provided by Sughrue Mion, PLLC - http://www.sughrue.com 



902 022/223 



ZEICHNUNGEN SEITE 2 



Nummer: 
Int. CI. 6 : 

Offenlegungstag: 



DE19751 706 A1 
G01N 27/04 

2. Juni 1999 




Fig. 2 



Patent provided by Sughrue Mion, PLLC - http://www.sughrue.com 



902 022/223 



ZEICHNUNGEN SEITE 3 



Nummer: 
Int. CI. 6 : 

Offenlegungstag: 



DE197 51 706A1 
G01N 27/04 

2. Juni 1999 




Fig. 3 



Patent provided by Sughrue Mion, PLLC - http://www.sughaie.com 



902 022/223 



ZEICHNUNGEN SEITE 4 



Nummer: DE19751 706A1 

IntCI. 6 : G 01 N 27/04 

Offenlegungstag: 2. Juni 1999 




Fia. 4 



Patent provided by Sughrue Mion, PLLC - http://www.sughme.com 



902 022/223 



ZEICHNUNGEN SEITE 5 



Nummer: DE 19751 706 A1 

Int. CI. 6 : G 01 N 27/04 

Offenlegungstag: 2. Juni 1999 



♦ «. 




Fin 5 



Patent provided by Sughrue Mion, PLLC - http://www.sughnje.com 



902 022/223 



ZEICHNUNGEN SEITE 6 



Nummer: 
Int. CI. 6 : 

Offenlegungstag: 



DE19751 706 A1 
G01N 27/04 
2. Juni 1999 




Patent provided by Sughrue Mion, PLLC - http7/www.sughrue.com 



902 022/223 



ZEICHNUNGEN SEITE 7 



Nummer: 
Int. CI. 6 : 

Offenlegungstag: 



DE197 51706A1 
G01N 27/04 

2. Juni 1999 



a) 





b) 



/ / / / / / / / //////// 













//////////////// 



c) 



//////////////// 



d) 




7 7 7 / / / / ///////// 




/ / / / 7 7 7 / 7 7 / / / / / / 



Fig.7 



Patent provided by Sughrue Mion, PLLC - http://www.sughrue.com 



902 022/223 



ZEICHNUNGEN SEITE 8 



Nummer: 
Int. CI. 6 : 

Offenlegungstag: 



DE19751 706 A1 
G01N 27/04 

2. Juni 1999 




Patent provided by Sughrue Mion, PLLC - http://www.sughrue.com 



902 022/223 



ZEICHNUNGEN SEITE 9 



Nummer: 
Int. CI. 6 : 

Offenlegungstag: 



DE197 51 706 A1 
G01N 27/04 

2. Juni 1999 



a) 



b) 



c) 




Fig. 9 



Patent provided by Sughrue Mion, PLLC - http://www.sughrue.com 



902 022/223 



ZEICHNUNGEN SEITE 10 



Nummer: 
Int. CI. 6 : 

Offenlegungstag: 



DE19751706A1 
G01N 27/04 

2. Juni 1999 




Fig. 1 0 



Patent provided by Sughrue Mion, PLLC - http://www.sughme.corn 



902 022/223 



ZEICHNUNGEN SEfTE 11 



Nummer; 
Int. CI. 6 : 

Offenlegungstag: 



DE19751 706 A1 
G01N 27/04 

2, Juni 1999 



a) 



b) 



c) 




Fig. 11 

902 022/223 

Patent provided by Sughrue Mion, PLLC - http://www.sughrue.com 



ZEICHNUNGEN SEITE 12 Nummer: DE19751 706A1 

Int. CI. 6 : G 01 N 27/04 

Offenlegungstag: 2. Juni 1999 



a) 



B"- 



15 17 



16 2- 



n I r 



16 

I 




b) 



Fig. 12 



Patent provided by Sughrue Mion, PLLC - http://www.sughrue.com 



902 022/223 



ZEICHNUNGEN SEITE 13 



Nummer: 
Int. CI. 6 : 

Offenlegungstag: 



DE197 51 706A1 
G01N 27/04 

2. Juni 1999 




Fig. 13 



902 022/223 

Patent provided by Sughrue Mion, PLLC - http://www.sughnje.com 



ZEICHNUNGEN SEfTE 14 Nummer: DE 19751 706 A1 

Int. CI. 6 : G 01 N 27/04 

Offenlegungstag: 2. Juni 1999 





Fig. 14 



Patent provided by Sughrue Mion, PLLC - http://www.sughrue.com 



902 022/223 



ZEICHNUNGEN SEITE 15 



Nummer: 
Int. CI. 6 : 

Offenlegungstag: 



DE19751 706 A1 
G01N 27/04 

2. Juni 1999 




Fig. 15 



Patent provided by Sughrue Mion, PLLC - http://www.sughaie.com 



902 022/223 



ZEICHNUNGEN SEFTE 16 



Nummer: 
Int. CI. 6 : 

Offenlegungstag: 



DE 19751 706 A1 
G 01 N 27/04 

2. Juni 1999 




Fig. 16 



Patent provided by Sughrue Mion. PLLC - http://wvw.sughnje.com 



902 022/223 




Fig. 



17 



Patent provided by Sughrue Mion, PLLC - http://www.sughrue.com 



902 022/223 



ZEICHNUNGEN SEITE 18 



Nummer: 
Int. CI. 6 : 

Offenlegungstag: 



DE19751706A1 
G01N 27/04 

2. Juni 1999 




Fig. 18 



Patent provided by Sughrue Mion, PLLC - http://vvww.sughrue.com 



902 022/223 



ZEICHNUNGEN SEITE 19 



Nummer: 
Int. CI. 6 : 

Offenlegungstag: 



DE197 51706A1 
G01N 27/04 

2. Juni 1999 




Patent provided by Sughrue Mion, PLLC - http://www.sughrue.cx)m 



902 022/223 



